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COMPUESTOS UTILES PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES 
ASOCIADAS A LA FORMACI6N DE FIBRILAS AMILOIDES 

CAMPO DE LA INVENCION 

La presents invencl6n se refiere al campo del tratamiento de las 
enfermedades amiloides, en particular a agentes inhlbidores de la 
amiloidog6nesis y, mas en particular, a compuestos inhlbidores de la 
formacion de fibrilas amiloides asociadas a la transtlretina. Asimismo, la 
invenci6n se refiere al uso de dichos compuestos para el tratamiento de 
enfermedades asociadas a la formacion de fibrilas amiloides, principalmente 
enfermedades neurodegeneratives. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

Una caracterfstica comOn entre las enfermedades neurodegenerati- 
vas amiloides es la deposiclon de fibrilas de alto peso molecular con 
estructura de lamina-beta cruzada a partir del autoensamblaje de una de las 
aproximadamente veinte protefnas humanas de las que se conoce su 
implicacl6n en este tipo de afecciones (Kelly. J.W. Cum Op. Struct BioL, 6 
(1996) 11; Kelly, J.W. Structure, 5 (1997) 595; Kelly, J.W. Curr. Op. Struct. 
Biol., 5 (1998) 101; Lansbury, P.T. Biochemistry, 31 (1992) 6865; Sipe, J.D. 
Ann. Rev. Biochem., 61 (1992) 947; Sipe, J.D. Crit Rev. in Clin. Lab. Scl, 31 
(1994) 325; y Blake, C, Serpell, L. Stmcture, 4 (1996) 989). 

En el case concreto de la transtiretlna (TTR) que se engioba en ei 
grupo^de^ prulef r ias a ir iiluldes mencio n ad o'-anterionriente, la deposiclon de 
fibrilas de su vari^ ntg^ nfltiva guQ infiltran en el coraz6n parece ser la 
caos^de la aini l uidusis sisl6in l ca senil (cardiomiopatTa) (Comwell-, G7C.,-et 
al., Biochem. Biophys. Res.^Comman— 154~(1 988)-648)-An 
depQsici6n-de-alguna-de-entre-^sus-6D-mutantes-ConQcidas en un solo 
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residue que hacen a la TTR m§s amiloidiogenica. parece asoclada a una 
serie de alteraciones que se conocen cx)lectivamente como polineuropatfas 
amiloldes familiares (Jacobson, D.R., et aL. Adv. Human Genetics, 20 (1991) 
69). A diferencia de otros sfndromes neurodegeneratives, estas 
enfermedades no afectan al cerebro pero si a ciertos 6rganos y a! sistema 
nervioso periferico. Asf los pacientes afectados por estas enfermedades 
familiares presentan neuropatfas perifericas y/o disfunciones orgdinicas 
causadas por neurotoxicidad amiloidea y/o interferencia fisica con el 
funcionamiento normal de organos vitales que se manifiestan a edades tan 
tempranas como los 20 anos. En la actualidad, no existe ni se ha propuesto 
ningun tratamiento farmacologico para esta clase ,de enfermedades 
amiloides siendo la unica intervencion terapeutica disponible y efectiva el 
transplante de higado, 6rgano en el que se biosintetiza la transtiretina. 

Las enfermedades amiloides relacionadas con la transtiretlna fueron 
Unas de las primeras en las que se descubrio que transcurren a trav§s de 
formaci6n de fibrilas orlginadas por un camblo conformacional en una 
protefna concreta. En su fonrna natural, la TTR estd organizada como un 
tetr^mero que eventualmente se disocia en sus monomeros los cuales son 
capaces de autoasociarse en fibrilas de unos 130 A de didimetro constituidas 
a su vez por protofilamentos, cada uno de ellos formados por una estructura 
plegada en lamina-beta caizada (Serpell L.C. et al. J. MoL Biol., 254 (1995) 
113; y Kelly J.W., et al., Adv. Protein Chem., 50, 161). Este conocimiento a 
nivel molecular de la formacion de las fibrilas de TTR ha sido posible gracias 
a que esta amiloidosis ha-podido ser estudiaria in vitro ya que el medio acido 
es un desencadenante natural dei pruceso (Colon, W., etal. *m Transttiyretin 
acid induced denaturation is required for amyloid fibn! formation in vitro. 
Eds., Plenum Press, New York, 1991 , p 99). Asf, mediante experimentos de 
desnaturalizaclon acida parcial de TTR en un medio que Simula las 
condiciones-p rosontoQ en -ei-lisesema-(pH: 5,5),-~se-ha-G0nG!aidG-qus-!3s 
fibrilas se generan a partrr de Intemrtedios conf orm acionales (intermedio 
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amiloidogenico) de las unidades monomericas de la transtiretina. Estas 
investigaclones han confirmado que en forma tetrameiica la TTR no es 
amiloidog^nica, pero que la disociacion del tetramero en un mon6mero con 
un estmctura terciaria aiterada pero definida es la que da lugar a la 
5 formacion de fibrllas (Lai, Z., et al., J.W. Biochemistry, 35 (1996) 6470; y 

Quintas, A., et al., J. BioL Chem., 274 (1999) 32943). 

La transtiretina, tambi6n conocida como prealbCimina, se encuentra 
en el plasma humano (3,6 pM) y en el llquido cefalorraquideo. EstS 

10 compuesta por 4 cadenas peptidicas identicas de 127 aminoacidos ricas en 

estructura beta formando un dfmero de dfmeros cuya masa es de 55 kDa y 
cuya estructura es conocida por difraccion de rayos X (Blake, C.C.F., et al., 
J, MoL Biol., 121 (1978) 339; y Hamilton, J.A., et al., J. BioL Ctiem,, 268 
(1993) 2416). Este tetramero se une y transporta a la hormona tiroxina y a la 

15 protefna de uni6n al retinol. Estudios de difraccion de rayos X han revelado 

tambien que la TTR presenta dos lugares de union para la tiroxina que 
tienen forma de embudo y est^in bien definidos por las interfases 
dimero-dlmero (Wojtczak, A., et al., J. BioL Cliem., 267 (1992) 353; y 
Wojtczak, A., et al., Acta Cryst, D52 (1996) 758). Es decir, cada tetramero 

20 puede unirse a dos mol6culas de tiroxina. Esta union muestra 

cooperatividad negativa para la entrada de la segunda molecula de ligando. 

Recientemente se ha demostrado que la forma tetramerica de la TTR 
puede ser estabilizada frente al medio acido inductor de amiloideogenesis 
25 mediante la union a pequenas moleculas organicas que mimetizan la 

estructura del ligando natural. Las pruebas de que estos ligandos previenen 

f^t^^^^^lJ^t^^ «4^_4ni>r!l£3.G v^rovjUAi-io^ /■i^ij-^*^i>%T|fN rfcf |^ rAfs. f!^^rr^f^^■^lFV^igM^>^^^g* tn tri/rv^ %/ 
ICI H'laOlOl I Cic llC/lliwO o vlUI lUri Ci 1 1 1 \>iSri i R^rrKS^vi 13 Gr^fJZfr* i rrSft ■ *-> * i f — vt 'v-r y 

vivo. Entre estas moleculas se encuentran moleculas de antiinflamatorios no 
esteroideos como el §cido fluf^n^imico (Petereon, S^A., et al., Prac. NatL 
30 Acadr ScirUSAv35'{^i998) ^295G)-y-e\-diri^^^ J.W. 

Bioorg, l^^rf^ nhf^m^T (_i:gsSL).„l:339_),_asLcomo mol6culas de una serie de 
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principios activos de f^rmacos entre los que se encuentran flavonas, 
tetrahidroquinolinas, dihidropiridinas y benzodlacepinas (Baures, P.W., et al., 
Bioorg. Med. Chem., 6 (1998) 1389) asf como derivados del §cido antranilico 
(Oza, V.B., et al. Bioorg. Med. Chem. Lett., 9 (1999) 1). 

De un modo puramente empfrico e Intultivo estos estudios han 
llegado a elucidar algunos requerimientos estructurales que deben tener los 
inhibidores de la disoclaci6n del tetr^mero de TTR que pueden resumlrse 
como sigue: 

- Estructuras bifenilo, dibenzofurano, diaril 6ter, estiibeno y flavona 
pueden acomodarse en el sitio de uni6n (Baures, P.W., et al., J.W. Bioorg. 
Med. Chem., 6 (1998) 1389). Analogos del ^cldo flufen^mlco con estructura 
de Soldo antranilico son tambl6n buenos Inhibidores (Oza, V.B., et al., 
Bioorg. Med. Chem. Lett., 9 (1999) 1). En general, parece que el 
farmac6foro debe tener dos anillos aromSticos pudlendo ser uno de ellos bl- 
o tricfclico. Uno de los anillos o fusi6n de anillos ocuparia la parte externa 
del sitio de uni6n (Baures. P.W.. et al.. Bioorg. Med. Chem., 7 (1999) 1339). 

- La presencia de un grupo ^icido carboxflico posiblemente optimiza la 
uni6n a la TTR via Interacci6n con la(s) Lys en posici6n 15 (Baures, P.W.. et 
al., J.W. Bioorg. Med. Chem., 6 (1998) 1389). Este grupo Scido puede 
tambi6n ser un fenol (Baures, P.W.. et al., Bioorg. Med. Chem., 7 (1999) 
1339). 

La bOsqueda de inhibidores de la disociacion de TTR iniciada 
mediante estos p ri me r os -frabajos-no-ha side sistematica y tan s6lo se ha 
descubieilO-que-el-^cIdD flufenamico es un buen inhibidor. Asl, por ejenriplo, 
se han ensayado 79 compuestos descritos en Baures et al., Bioorg. Med. 
Chem., 6"(i998)-i389, y en-BatrresrP:W— et-al— Sibo/5rr-/Weof-e/7em., 7 
(1999) 1339, todos ellos-de-oijgen-comecclaL-Asimismo.-se- han_sintetizado 
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una serie de productos (Oza, V.B., Petrassi H.M., Purkey H.E., Kelly. J.W. 
Bioorg. Med. Chem. Lett., 9 (1999) 1) en base a los datos estructurales 
obtenidos mediante el andlisis por difraccidn de rayos X del complejo de ia 
TTR y el ^icido flufenSmIco (Peterson, S.A., Klabunde, T., Lashuel, H.A., 
5 Purkey, H., SacchettinI, J.C., Kelly. J.W. Proc. Natl. Acad. ScL USA, 95 

(1998) 12956). 

Igualmente, en ia sollcitud de patente intemacional WO 98/27972 se 
describen compuestos que estabillzan una protefna amiloldogenica como la 

10 TTR mediante la formaci6n de un conjugado protelna-f^irmaco. Entre dichos 

compuestos se mencionan compuestos antiinfiamatorios no esteroideos 
(AINEs) y, entre elios, el diflunisal. Tambien, AINES tales como el 
ibuprofeno, la indometacina y el sulindac sulfuro se han postulado y siguen 
investig^ndose como posibles agentes terap§uticos de los procesos de 

15 amiioidosis que ocunren en la enfermedad de Alzheimer (S. Wegen et al. 

Nature, 414 (2001) 212-216) 

El uso del diflunisal, entre otros AINEs, como ligando selectivo de la 
TTR ya se habia descrito en la patente estadounidense US 5714142, en 
20 este case para aumentar la vida media en suero de agentes 

farmacologicamente actlvos. 

Sin embargo, el uso del diflunisal para estabilizar la estructura 
tetramerica de la TTR y, por tanto, para el tratamiento de enfermedades 
25 neurodegenerativas asociadas a la formacibn de fibrilas amiloldes, sigue 

presentando una serie de inconverrientes propios de los AiNEs como son los 



As! pues, continiia e)dstlendo en el estado de. la-t6cnicaJi 
de-proporeionar-agentes-iRhlbider^s-de-la-disoGiaGion-de TTR-alternativos 
que sean'mas' eficaces y q ue pre s enten menores efectos secundaiios. 
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Sorprendentemente, los presentes autores han descubierto que una 
serie de derivados yodados del diflunlsal son potentes agentes 
antiamiloidogenicos con una eficacia superior a la del diflunlsal y, por tanto, 
con menores efectos secundarios que 6ste, al poder ser administrados, en 
5 menores dosls. 

Hasta ahora no se han descrito derivados del diflunlsal yodados en el 
anillo sallcfllco. En la patente europea EP 0082404 se describen una serie 
de derivados de tipo ester del diflunlsal, Cltlles como antilnflamatorlos. 
10 analgesicos y antipir6ticos, entre los que no se encuentran los mencionados 

derivados yodados. 

El objeto de la presente invencion, por tanto, es proporcionar 
potentes agentes inhlbldores de la amiloidogenesis, mas eficaces y con 
15 menos efectos secundarios. 

OBJETO DE LA INVENCION 

Un objeto de la presente invencl6n es proporcionar nuevos 
20 compuestos inhibidores de la amiloidogenesis. 

Otro objeto de la presente Invenci6n es proporcionar un 
procedimiento de preparacion de dichos compuestos. 

25 Otro objeto de la presente invencion es proporcionar una composicion 

farmaceutica que contiene dichos compuestos. 



30 



Por DItimo, otro objeto de la presente invencion es proporcionar el uso 
terapeutico de dichos compuestos en el tratamiento de enfermedades 
neurodegenenatlvas-y-otras.enfermedades. 
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 muestra un gr^fico en el que se representa la velocidad 
de agregacidn, Vo, frente a la concentracibn de inhibidor. [I], para un 
5 compuesto de la Invenci6n, yododiflunisal, con respecto a dos compuestos 

de la tecnica, diflunlsal y diflunisal 6ster. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

10 La invencion proporciona un compuesto de fornnula estructural (I): 



15 




(I) 

20 en la que 

Ri es un grupo -NRaRb, siendo Ra y Rb, independientemente, un atomo de 
hidrogeno o un gmpo alquilo Ci-Ce; un grupo -ORc siendo Rc un atomo de 
hidrogeno o un grupo alquilo Ci-Ce; un glucosilo; un poliiTidroxiHtquilo Ci-Cs; 
25 o-un-grupo -NH-CH(Rci)-COORe, siendo Rd una cadena lateral de uno de los 

20 aifa-aminoacidos naturales en cuaiquiera de sus dos formas L o D 

^1 ici n i;iOiTi@i lOoirnorrto^p u rcto y t\Q vin citwi ■ iv^^wi*^ ■ nwi w^^-^wiw w un oiC|miiw 

Ci-Ce; y 

3C R2 es-un-^tomo-de-hldrogeno— un-grupo-alqallo-Gi-Ge—un-gljcosllot-un 

poiihidroxialquilo Ci-C$; un~grapo -C(=0)-Rf, siendO" Rf un grupo alquilo Ci- 
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Cb; o un gaipo -CHa-COO-Rg, siendo Rg un atomo de hidrogeno o un grupo 
alquilo Ci-Ce; 

y sales farmaceuticamente aceptables del mismo. 

En la presente Invenci6n, el temnino "grupo gllcosilo" se refiere a un 
radical obtenldo por ellnninaci6n de un grupo OH de la funci6n hemiacetal de 
un nnonosacarido, es decir un grupo de f6rmula CeHnOs o CeHioOe 
Asimlsmo, el t6mnino "grupo polihidroxialqullo CrCe" se refiere a un grupo 
alquilo sustituido con varies grupos OH. 

En una realizacion preferente, los compuestos de la invencibn son 
compuestos de f6rmula (I) en los que Ri se selecciona de entre: OH, NH2, 
OMe, OEt, o un grupo CH(Rd)-CORe, siendo Ra la cadena lateral de la 
glicina, la alanine, la leucina, la valina. el acido aspartico o la asparagina y 
siendo Re H o un grupo alquilo Ci-Ce; y R2 se selecciona entre: H, Me, 
glucosilo, un grupo -C(=0)-Rf, siendo Rf un grupo Me, Et, t-Bu; o un grupo - 
CH2-COO-Rg, siendo Rg un ^tomo de hidr6geno o un grupo t-Bu. 

En otra realizacion preferente de la presente invencion, los compuestos 
de f6rmula (I) se seleccionan de entre los siguientes compuestos: 

[1] acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saIicflico; 

[2] 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilato de etilo; 

[3] 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilato de metilo; 

[4] 5-(2,4-djfluorofenil)-3-yodOrsalicilamida; 

[5] [2-aTTrtnocaTtrtmii-4-(2,4-diflt^ de terc- 

hi.itilo' 

[6] 6cido [2-aminoc3rbonil-4-(2,4-clifliJorofBni1)-6-yodo-fenoxOac^^ 
[7] i-0-p-gluc6sldoG}eI-6Gido-5-<2v4-difluorofenil)-3-yodc)^^ 
[8] 2\4'-dffluopo-4-met&xi-5-y©de-[-lv!-]bifeRil-3-eaFbGxUat0-d«-eti!e; 
[9] acido 2\4'-diflooro=4==nretoxl=5=yo^ 
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[1 0] 2',4'-difluoro-4-acetiloxi-5-yodo-[1 ,1 'Ibifenil-S-carboxllato de etilo; 

[11] §cido 2',4'-difluoro-4-(f-butilcarboniloxi)-5-yodo-[1 ,1']bifenil-3-carboxflico; 

[12] §cido 2',4'-difluoro-4-(etilcarbonlIoxi)-5-yodo-[1 .llbifenil-S-carboxflico; 

[1 3] 6ster etflico de la N-[5-(2,4-dlfluorofenil)-3-yodo-saliciloiqgllcina; 

[1 4] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]gllcina; 

[1 5] N-[5-(2,4-difluorofeniI)-3-yodo-saliclloil]alanina; 

[1 6] N-I5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]leucina; 

[1 7] N-[5-(2,4-difIuorofenil)-3-yodo-saliciloil]serina; 

[1 8] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciIoil]vaIina; 

[19] acido N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]-asp6rtico; 

[20] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]asparagina. 

Otro objeto de la presente invencion as proporcionar un 
procedimiento de preparacl6n de los compuestos de formula (I), 
caracterizado porque comprende una etapa de reaccion del diflunisal o 
derivados del mismo con un reactive de yodacl6n. 

La yodacidn del diflunisal o de compuestos derivados del diflunisal es 
obvia para cualquier experto en la materia qui6n selecclonar^ de forma 
adecuada tanto el compuesto de partida como el reactive de yodacl6n. 
Asimismo, la preparaci6n de derivados del diflunisal (^stores, carboxamldas, 
sales, glucosidos, derivados de amino^icidos, etc.) sera obvia para el 
experto. Por otro lado, el reactive de yodacion puede seleccionarse de entre: 
yodo elemental; sales de yoduro tales como yoduro s6dico o yoduro 
pot^sico; sales de yodonio tales como cloruro de yodo; complejos de 
yodonio tales como ei lel i afluu i ubo r a to de bis(piridina)yodonio (1) o el 
-trsxaflaQFsfe&fato-de bis(sirT!-Goli4ina)i<odonio-(l); y- cnmp i i ftstns nrgan icQs de 
yodo tal como el diacetato de yodobenceno o la N-yodosuccinimida. 



Asimismo, otro -objeto - de !a presente-invenGi6n_es— prapoicionar- 
ta ri ibien una composlci6n farmac6utica que contiene un compuesto de la 
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invencl6n y uno o mas excipientes farmac6uticamente aceptables. 

Los excipientes farmac6uticamente aceptables serein aquellos 
excipientes de la tecnica que pennitan la fonmulaci6n adecuada de la 
5 composici6n famnac6utica de la invencion. Dicha composici6n puede 

fomiularse para su administracion oral, intravenosa, t6pica, rectal, 
subd§mnica, etc. Es decir, puede presentarse en fonma de soluciones, 
comprimidos, c^ipsulas, implantes, etc. Asimismo, dicha formulacion puede 
ser de liberacion inmediata o de iiberaci6n controlada. 

10 

En cualquier case, sera el facultative el que determine la dosificacion 
m^s adecuada de la misma en funcion de la edad del paciente, su estado de 
salud general, su peso, y el tipo y extension de la enfermedad o trastomo a 
tratar. 

15 

Un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar los 
compuestos de la invencibn para el tratamiento de enfemnedades 
neurodegeneratives, incluyendo enfemnedades neurodegeneratives 
amiloides, tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, 

20 enfemiedad de Huntington, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, fibrosis 

cistica, diabetes de aparici6n tardfa, enfermedad de las neurones motoras, 
fiebre meditenranea, sindrome de Muckle-Wells, mieloma idiop^itico, 
cardiopatfa amiloide, sindrome de Down, enfermedad de Kuru, sindrome de 
Gerstmann-Straussler-Schienker, depositos valvulares de amieloide, 

25 amiloidosis en pacientes con dialisis, miositis con cuerpos de inclusion, 

depositos musculares de amiekDide, anemia de Sickle Cell, amiloidosis 
sistemica primaria, amiinjr|ngjg RiRtfimlna sBoil; polineuropatfa amiloide 
familiar I, polineuropatia amiloide familiar III, angiopatfa amiloide cerebral 
hereditaria, amiloidosis relacionada con angiopatfas, amiloidosis sistemica 

30 hereditaria^fin!andesa,--dlsa3tetes-deLJi medul a r (is tiro id es , 

encefalopatfa espongiforme, amiloidosis atrial, amiloidosis sistemica 
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hereditaria no neuropdtica, amiloidosis localizada por inyeccion, y 
amiloidosis renal hereditaria. 



En una realizaci6n preferida de la presente invenci6n, los compuestos 
5 de la invenci6n pueden emplearse tambi^n como medicamento analg^sico, 

antiinflamatorio, antipir6tlco o antiagregante plaquetario para el tratamiento 
de enfemnedades tales como artritis reumatoide, fiebres reumatoides, 
osteoartritis, dolores musculoesqueletales, sfndrome del intestino inflamado, 
enfermedades de las arterias coronarias o trombosis postoperatlvas en 
10 venas profundas. 



Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar la invenci6n. 
EJEMPLOS DE PREPARACI6N 

15 

Eiempio 1 

Acido 5-(2.4-difluorofeni[V-3-vodo-salicflico 




Por yodacion del acido 5-(2,4-difiuorofenil)salic[lico (diflunisal) con el reactivo 
25 -tetrafiuDroborato de bis(piridina)yodonio (I) (lpy2BF4) 



/A U I list UIOUIUUIUII CIO 111^ ilMliwi/ v*w %4iiiMiai9Gi %^tt w 

diclorometano se afladen a temperatura ambiente 357 mg (1,2 mmol) de 
lpy2BF4. Se deja en agitaci6n haste que se observa mediante HPLC 
5G (cron lalug i afia lfq tfida-de-alta-resoluci6n)-que-se-ha-eonsumido-el-prGd ueto 

de_partida. Se diiuye en diclorometano y se precede a' alslar el producto 
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{work-up) por acidificacidn con ^cido HCI 1 N y extraccl6n con 
diclorometano. Se reOnen las fases orgdnicas y se lavan con una disoluci6n 
de tiosulfato s6dico y despuSs se seca en sulfate magn^sico anhidro. Se 
elimina el disolvente a presi6n reducida y se obtienen un cmdo de pureza 
98% que se purifica mediante cromatografia en columna de gel de sflice. Se 
obtienen 290 mg (96% de rendimiento) del producto deseado. 

Eiemplo 2 

Acido 5-f2.4-dlfluorofenin-3-vodo-salicflico 



Por yodaci6n del 6cido 5-(2,4-difluorofenll)salicIllco (diflunisal) con el reactive 
hexafluorofosfato de bis(2,4,6-timetiIpiridina)yodonio (I) (IColbPFe) 

A una disolucidn de 200 mg (0,80 mmol) de diflunisal en 5 ml de 
diclorometano se afiaden a temperatura ambiente 617 mg (1,2 mmol) de 
IC0II2PF6. Se deja en agitacion hasta que se observa mediante HPLC que se 
ha consumido el producto de partida. Se diluye en diclorometano y se 
precede a aislar el producto por acidificacion con acido HCI 1 N y extraccion 
con diclorometano. Se reunen las fases organicas y se lavan con una 
disoluci6n de tiosulfato s6dico y despu6s se seca en sulfate magnesico 
anhidro. Se elimlna el disolvente a presi6n reducida y se obtienen un crudo 
de pureza 96% que se parilica rrrediaRte-crGmategFafia-en columna de gel 
de silice. Se obtienen 260 mg (86% de rendimiento) del producto deseado. 




,COOH 



EienrploS 
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Acido 5"(2.4-difluorofenilV3-vodo-salicilico 




,COOH 



OH 



10 



15 



20 



25 



Por yodacion del acido 5-(2,4-difluorofeniI)sallcnico (diflunisal) con cloramina 
T (CAT) y yoduro s6dlco 

En un matraz de 25 ml se Introducen 20 mg (0,08 mmol) de diflunisal, 14 mg 
(0,093 mmol) de Nal y 30 mg (0,13 mmol) de CAT disueltos en 1040 |j,l de 
acetonitriio y 52 ix\ de acido acetico. Se deja en agitacion durante 1,5 h a 
temperatura ambiente. Se controia la reaccion medlante HPLC hasta que se 
observa la desaparici6n del producto de partida y se observa un 96% de 
producto yodado. Posteriomiente se acidifica la disolucidn hasta pH = 1,0 
con una solucion a! 5% de HCI. A continuacidn se extrae con acetato de 
etilo. Se reOnen las fases org^nicas y se lavan con una disolucion de 
tiosulfato sodico y despues se seca en sulfate magnesico anhidro. Se 
elimina el disolvente a presion reducida y se obtienen un crudo de pureza 
98% que se puiifica mediante cromatograffa en columna de gel de sfllce. Se 
obtienen 25 mg (83% de rendimiento) del producto deseado. 

Eiempio 4 

Acido '5^(2.4"dlTluorofeniT)-3-vodo--salicffico 




F 
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Por yodaci6n del acido 5-(2,4-difluorofenil)salicfllco (diflunisal) con yoduro 
s6dico e hipoclorito s6dico 

A una disoluci6n de 200 mg (0,80 mmol) de diflunisal en 5 ml de metanol se 
afiade a 0 "C un equivalente de yoduro s6dico (.165 mg, 1,1 mmol) y un 
equivalente de hidrdxido s6dlco (32 mg). Una disoluci6n al 4% de hipoclorito 
s6dico se afiade gota a gota sobre la disoluci6n anterior durante 75 min 
manteniendo la temperatura entre 0-3 "C. Tras cada adici6n se obsen/a un 
color rojizo que desaparece ripldamente. Se agita a esta temperatura 
durante una hora m§s y se trata con una disolucion acuosa al 20% de 
tiosulfato sodico. Se afiade una disolucion al 5% de HCI y se extrae con 
diclorometano. Tras su aislamiento, el producto se recristaliza. 

Eiemplo 5 

Acido 5-(2.4-difluorofenin-3-vodo-salicilico 



Por yodaci6n del acido 5-(2,4-difluorofienil)salicTlrco (diflunisal) con cloruro de 
yodo (ICI) 

A una disolucion de 20G mg (OrSG mmsO-de diflunisa! en 5 m! de 
diclorometano se afiade a temperatura ambiente 195 mg (1,2 mmol) de ICI 
en diclorometano (1 M). Se-mafttiene-en-a§ite»ei6n-a temperatura ambiente 
dmaTrte-S-h-y-seTDTocede-a-aislar-el-produeto-tal-y-eomo-se-esGHbe-en-el 

e|[emplo 1. 




,COOH 
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Eiempio 6 



Acido 5-(2.4-difluorofenin-3-vodo-salicflico 




,COOH 



F 



OH 



F 



Por yodacion del ^cido 5-(2,4-difluorofenil)salicillco (diflunisal) con yodo y 
Selectfluor™. 

A una disolucidn de 354 mg (1 mmol) de SelectfluorTw y 127 mg (0,5 mmol) 
de yodo en 10 ml de acetonitrilo se afiaden 200 mg (0,80 mmol) de 
diflunisal y la reaccl6n se aglta a temperatura ambiente durante 3 h. Se trata 
con una disoluci6n acuosa al 20% de tiosulfato s6dico. Se aflade una 
disolucidn al 5% de HCI y se extrae <x)n diclorometano. Tras su aislamiento, 
el producto se recristaliza. 

Eiempio 7 

Acido 5-(2.4-difluorofenin-3-vodo-salicillco 




COOH 



F 




aci6n~ del ^cido "5-(2,4^'fltiorGfenii)sa"ifeHico 
aaimida_(NIS) 




-y 



A una disoiuci6n~de~200"mg-(07 8 m i nu l ) dm d i flunisa l en 4 n i l de a c eto n it r il o-y 
una-cantidad-catalftica-de-18-^l-(0,24-mmol,-0,3-eq.) de i^ nidn trifl i inroao^tioo - 



wo 2005/033059 



PCT/ES2003/000510 



16 



se anade a temperatura ambiente 198 mg (0,88 mmol, 1,1 eq) de NIS. Se 
deja en agitaci6n. Se evapora ei disolvente a presi6n reducida, se diluye con 
diclorometano y se precede a aislar el producto tal como en el ejempio 1 . 

Eiempio 8 

Acido 5-(2.4-difluorofenin-3-vodo-sallctllco 



Per yodacidn del ^cido 5-(2,4-dif!uorofenil)salicflico (diflunlsal) con 
trifluoroacetato de tallo y yoduro potesico. 

Se agita en un matraz una mezcia de 20,6 g de trifluoroacetato de tallo 
(TTFA, 31.9 mmol) y dcido trifluoroac6tlco (TFA, 50 ml) hasta que el TTFA 
se disuelve. Esta dlsolucl6n se anade a temperatura ambiente a un matraz 
que contiene 51 g (205 mmol) de diflunlsal y se agita durante 30 min. A la 
mezcia se anade lentamente una disolucidn de yoduro potasico (Kl, 40,9 g. 
245,6 mmol) en 120 ml de agua. Una vez finalizada la reaccion se precede a 
aislar el producto. Primero se anade metabisulfito s6dico (NaSaOs, 5,01 g, 
26,4 mmol) para reducir las especies de Tl (III) a Tl (I) y posteriormente una 
disolucion de hidroxido sodico para neutralizar el TFA. Se extrae con 
diclorometano y ia fase org^nica se lava con agua y se seca sobre sulfate 
magn^ico. Se-evapora-e! disolvente a presion .reducida y se- ohtien e un 
crude de un 96% de pureza que se purifica mediante crematografia en 
columnade^gel de sllice empleando los eluyentes apropiados. 




,COOH 



F 



- Ejempio 9 
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5-(2.4-difluQrofenin-3-vodo-salicilato de etilo 




COOEt 



F- 



OH 



F 



Se introducen en un matraz bajo atmdsfera inerte 11, 5 ml de alcohol etflico y 
2,9 ml de cloruro de tionilo (SOCI2). Se deja en agitacidn durante 15 min y se 
introducen 1,67 g (4.56 mmol) de acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salldlico. 
Se mantiene la agitaci6n a temperatura ambiente hasta que .no se observa 
evolucion per HPLC. Se evapora el disolvente a presion reducida y se 
procede a la extracci6n con acetato de etilo. Se obtiene un crudo de pureza 
97% que se purlfica mediante cromatografia en columna de gel de silice. 

Eiemplo 10 

5-f2.4-difluorofenin-3-vodo-salic ilato de etilo 



Se enfrfa a 0 °C una soluci6n de acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicnico 
{1-,69^g,- 4v6-1 mmol) en etanol (20 ml) y se hace pasar borboteando una 
coniente de gas clorhldrico anhidro durante 5 min. La disolucion se caHenta 



evaporan-a_piBsiiin_reduclda. El residue se disuelve en diclorometano y se 
procede a aister el producto. Se purifica el cmdo de reacclon por 




COOEt 




riperatara-ambiente, los-disGivent^-se 



cromatog rafia~en columr 
etilo-(-7;3)-comoLeluyente, 



de-sfliee-empleaRdo-hexano/aGetatG-de 
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Eiempio 1 1 



5-(2.4-difluorofenin-3-vodo-salicilato de metilo 




,COOMe 



OH 



F 



Se introducen en un matraz bajo atmosfera inerte 1 1 ,5 ml de metanol y 2,9 
ml de cloruro de tionilo (SOCb). Se deja en agitaci6n durante 15 min y se 
introduce 1,67 g (4,56 mmol) de 6cido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilico. 
Se mantiene la agitacion a temperatura ambiente hasta que no se observa 
evoluci6n per HPLC. Se evapora el disolvente a presion reducida y se 
procede a la extracci6n con acetato de etilo. Se obtiene un crudo de pureza 
97% que se puriflca mediante cromatografia en columna de gel de sflice. 

EiempIo 12 

5-f2.4-difluorofenil)-3-vodo-salicilamlda 



Se mezcia 1 g (2,66 mmo!) del-acido 5-(-2i4-dif!u0rofeRi!)-3-yodo-sa!icflico 
con 0,738 g (4,01 mmol) de pentafluorofenol en 20 ml de acetonitrilo. Se 
anaden a 0 •'C 10 ml de N,N-dHSopropHcarbodilmkia y se mantiene en 
agitacion. Se-disuelven-en-agua-G;634-g-de-biearbonato-am6nico. Se- 
observa la desaparicion del producto de partlda por HPLC y el crudo se 




,CONH2 
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diluye con agua y se extrae con diclorometano. La fase organica se seca 
sobre sulfate magnesico y se purifica en columna de gei de sflice, utilizando 
como eluyentes cloroformo metanol en polaridad ascendente empezando 
por una proporci6n (v/v) de (40:1) hasta (10:1). 

Eiemplo 13 

r2-aminocarbonil-4-(2.4-difluorofenil)-6-vodO"fenoxnacetato de terc-butilo 




15 A una suspensi6n de carbonate de cesio (10,4 g, 0,032 mmol) y 2,4 g 

(0,0064 mol) de la amida 5-(2,4-dlfluorofenil)-3-yodo-saIlcilamlda en 50 ml 
de DMF se aftade cloroacetate de terc-butilo (1,2 g, 0,008 nnmol). La 
reacci6n se agita durante 30 min a temperatura ambiente y se vierte sobre 
una disolucion fria de dcldo clorhfdrico 1 N y se extrae con acetate de etilo. 

20 Se combinan las fases orgdinicas y se secan sobre sulfate magnesico. Tras 

eliminar el disolvente por evaporacion a presion reducida se obtiene un 
crude que se purifica mediante cromatografia en columna ultrarraplda en gel 
de silice. Se obtiene el derivado deseado con un 90% de rendimiento. 

25 — Bem0lD-14 

.CONH2 

,n • X / vx // OCH2COOH 
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Metodo A: 

Se obtiene por reaccion del ester del ejempio 13 con dcido 
trifluoroac6tlco. Tras unos minutos en agitaci6n a temperatura ambiente 
se evapora en corriente de nitr6geno el ^cido trlfiuoroac6tico residual y 
se extrae con acetato de etilo. 

M6todo B 

Se obtiene por hidr6lisis del 6ster del ejempio 13 en este case con Scido 
ciorhidrico. El ester (400 mg, 0,817 mmol) se disuelve en 40 ml de una 
mezcia a! 50% (v/v) de isopropanoi y THF. Se anaden 2 ml de una 
disolucion 1 N de HCI. La reaccion se agita durante 2 h a temperatura 
ambiente Se diiuye con agua y se extrae con acetato de etilo. 

Eiempio 15 

1-0"B"Gluc6sido del acido 5-(2,4-difluorofenih-3-vodo-salic(lico 



A -40 °C y bajo atmosfera de nitrogeno se anaden gota a gota 506 pi (4 
mmol) de una disolucion del complejo de trifluoruro de boro eterato 
(BFa.EtaO) en diclorometano a una-disolucion de 200 mg (0,80 mmol) del 
compuesto fenolico, el acido 5-(2,4-dinuorofenil)-3-yodo-saiiciiico, y de 985 
mg (2 mmol) del 1-trieteroaeetimidato de 2,3,-4i6-tetra-0-acetil- 
glucopiranosilo en diclorometano. La mezcia se agita hasta que no se 
observa producto de partida por TLC (cromatograffa de capa-fina).-EI exceso 
de BFs.EtzO "se — destroye— con — bica i bonato — sddico: — ^Se— dilaye — con 
diclorometaDo y se_lava„con_agua_La_fase_organica se seca sobre sulfato 
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magnesico y se elimina el disolvente a presion reducida. El producto final se 
purifica medlante cromatografia en columna de gel de sflice. El derivado 
protegldo se somete a una saponificacion en metanol con una cantidad 
catalftica de met6xido s6dico (reacci6n de Zemplen). Se acldlfica en frfo la 
5 reaccion una vez finalizada y se extrae con diclorometano. Se procede a 

aislar el producto como es usual. 

Eiempio 16 

10 2'.4''difluoro-4-metoxh5-vodo41 .1'lbifenil-3-carboxilato de etilo 




Etaoa 1 " Preparaci6n del 2'.4'"difluoro-4-metoxi-ri.11bifenil-3-carboxllato 
de etilo 



20 




Metodo A 

25 Este compuesto bifenUico se prepara mediants una reaccion de 

acopiamiento cruzado de Suzuki catalizada por Pd(0) a partir del 

En primer lugar se prepara el bromoderivado que es el acido 5- 
bfomo-2-metoxibenzoato de etilo. Este se obtiene en dos pasos de 
30 smtesis-a-partir-del-aldeKido-eomefeial-5-br0m o o an i saldehf do— que 

p r ime r o se t r ata con una disolucion perma n gana t e para o bt e n e r el 
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correspondiente dicido carboxflico y posteriormente se precede a la 
esterjfcaci6n del mismo, mediante la formaci6n in situ del 
correspondiente cioruro de Scido por reaccion con cloruro de tionilo y 
reaccion con ei etanol. 

Reaccidn de Suzuf<i: A una disolucl6n en dioxano de 190 mg (1ir2-1- 
mmol, 1 eq) de 6cido 2,4-dlfluorofenllbor6nico, se afladen 1,15 ml 
(2,29 mmol, 2 eq) de una dlsoIuci6n acuosa 2N de carbonato de sodio 
y 17 mg (0,111 mmol, 0,096 eq) del catalizador de Pd (0), la 
tetraquis(trifenil)fosfina paladio (0), y finalmente 300 mg (1,16 mmol) 
del bromoderivado (5-bromo-2-metoxibenzoato de etilo). Se callenta a 
reflujo durante 2 h. Se deja enfriar y se filtra el catalizador a traves de 
una columna de gel de sllice. Se diluye con diclorometano y se extrae 
con agua. Tras aislar el producto como es usual, se obtienen 330 mg 
de un crudo de alta pureza (95% por HPLC). 

Metodo B 

En este caso se obtiene por reaccidn de Williamson (preparacidn de 
uteres asim^tricos) a partir del ester etflico del diflunisal y yoduro de 
metilo en presencia de carbonato de cesio en acetonitrilo. 

Etaoa 2 - Preparacidn del 2'.4'-difluoro-4-metoxi-5-vodo-ri.1'1bifenii-3- 
carboxilato de etilo 



Por yodacion del producto obtenido en la etapa 1, el 2',4^-difluoro-4- 
me4Gxl-[1 , 1-]bifenil-3-earb0X!lato-de-etiloreon-el-Feaetivo-!py2BF4 




,COOEt 



r 
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A 0 °C a una disolucion de 200 mg (0,684 mnnol) del 2',4'-difluoro-4- 
metoxi-5-yodo-[1,r]bifenil-3-carboxilato de etilo en 5 ml de diclorometano 
y un 10% de acido trifluoroacetico (500 se anaden 305 mg (0,821 
mmol, 1,2 eq) de tetrafluoroborato de bis(piridina)yodonio (I) (lpy2BF4). Se 
5 deja calentar en agitacl6n a temperatura ambiente hasta que se observa 

mediante HPLC que se ha consumido el producto de partlda. Se dlluye en 
diclorometano y se procede a aislar el producto por acidificaci6n con 
6cido HCI 1 N y extracci6n con diclorometano. Se reunen las fases 
org^nicas y se lavan con una disolucion de tiosulfato s6dico y despues se 
10 seca en sulfato magnesico anhidro. Se elimina el disolvente a presi6n 

reducida y se obtlenen un crude de pureza 98% que se punfica mediante 
cromatograffa en columns de gel de silice. Se obtlenen 260 mg (90% de 
rendimiento) del producto deseado. 

15 Elemplo 17 

Acido 2'.4'-difluoro-4"metoxi-5-vodo41 .1 '1bifenil-3-carboxilico 




25- ziEsta=GGmpjjestG obtiene por sapomficaclon del ester de! ejempio anterior 

(Ejempio 16) (Z\4*-dTfruoro-4-metoxi-5-yodo-[1 JTbifenil-S-carboxiiato de 

«lllu}™oe^iSde^lVc? «5i csiLOl \^Ou iii^, Uji-u iiimwi^ im clciiiwi y uiioi 

disoluci6n_2,5 N de NaOH durante 2 h. Tras enfriar la mezcia se acidifica 
con ac i do c l o r h idrico y se extrae con diclorometano. Tras alslar-el-producto, 
3C se "obtfeniB un ^crudo que se recristaliza en una mezcia de 

cloroformoifbexano. 



'"'jcti^Sfer 
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Eiempio 18 



2'.4'-difluoro-4-acetiloxi-5-vodo-ri.1'1bifenil-3-carfaoxilato de etilo 




,COOEt 



F 



OCOCH3 



F 



Se calienta una mezcia de 500 mg (1,24 mmol) del 5-(2,4-difluorofenil)-3- 
yodo-salicilato de etilo (Ejempio 10) en 12 ml de piridina y 3 ml de anhfdrido 
ac6tlco en un bano de agua durante 20 min. La mezcia se deja enfriar y se 
vierte sobre hielo y el producto se extrae con diclorometano. Despues de 
secar la fase organica y tras la evaporaci6n a presl6n reduclda del 
disolvente el crude se recristaliza. 

Eiempio 19 

Acido 2'.4'-difluoro-4-(f-butilcarbonlloxiV5-vodo-ri . 1 '1bifenll-3-carboxlllco 



Se afiaden 0,928 g (O,G067 mmGO-de-dGFofsFFPrlatG-de-.^-butilo a una mezcia 
de 2.5 g (0,0061 mmol) de Soldo 5-(2,4-difIuorofenil)-3-yodo-salicnico en 6 ml 
de benceno y 1,728 g (0,014 mmol)-de dimetilanilina. Se aglta la mezcia a 
lei I ipe i alu i a a i nblen te-dtirante-3-h-Se-afiade-hielo-y-una-d{soluei6n-2,5-N-de- 
HCI. Se extrae con diclorometano y se seca la fase organica sobre suifato 




COOH 
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magn§sico. Se evapora el disolvente a presi6n reducida y el crudo se 
recristaliza en una mezcia de cloroformo/hexano. 

Eiemplo 20 

Acido 2'.4'-dffluoro-4-fetllcarboniloxn-5-vodo-ri . 1 '1blfenil-3-carboxflico 



Se anaden 0,928 g (0,0086 mmol) de clorofomriiato de etilo a una mezcia de 
2,5 9 (0,0061 mmol) de acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-sallcilico en 6 ml de 
benceno y 1,728 g (0,014 mmol) de dimetilanilina. Se agita la mezcia a 
temperatura amblente durante 3 h. Se anade hielo y una disolucion 2,5 N de 
HCI. Se extrae con diclorometano y se seca la fase orgSnIca sobre sulfato 
magn§sico. Se evapora el disolvente a presi6n reducida y el crudo se 
recristaliza en una mezcia de cloroformo-hexano. 

Eiemplo 21 

Ester etilicQ de la /S/-r5-f2.4-difluorofenil)-3-vo dQ-saliciloin-alicina 




,COOH 





wo 2005/033059 



PCT/ES2003/000510 



26 



F. 




COOEt 



En un matraz se introducen 500 mg (1.998 mmol) de diflunisal y 270 mg 
(1,99 mmol) de HOBt disueltos en la minima cantldad de diclorometano. A 
temperatura amblente se afiaden a la mezcia 206 mg (1,99 mmol) del 
6ster ettlico de la gliolna (H-Gly-OEt) y por Oltlmo se afiaden 412 mg (2 
mmol) de DCC (diciclohexilcarbodilmida) disueltos en la minima cantidad 
de diclorometano. La reaccion se dejo en agitaci6n a temperatura 
amblente El proceso se control6 por HPLC observandose la desaparicion 
total del producto de partlda tras una hora de reacci6n. Se elimina el 
disolvente a presi6n reducida y se redisuelve en acetato de etilo 
observandose la precipitacl6n de la urea correspond lente que se filtra. El 
crude de reaccion se purifica en columna de gel de silice con una mezcia 
de eluyentes hexano/acetato de etilo (75:25). Se obtienen 381 mg de 
producto puro deseado con un rendimiento del 35%. 

Etaoa 2 - PreDaraci6n del 6ster ettlico de la A/-r5-(2.4-difluorofenilV3-vodo- 

saliciloin-alicina 



A una disoluci6n de 200 mg (0^596 mmol)-del-compuesto-de-la_etapa 1 
(§ster-etfiieo~de-la— A/-[S-f274-dlf!u0F©fem^)salisil0il3gllG^ 5 m!-de 

diclorometano se anadera-temperatura amblente 266 mg (0,715 mmol) 
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de tetrafluoroborato de bis(piridina)yodonio (I) (lpy2BF4). Se deja en 
agitaci6n hasta que se observa mediante HPLC que se ha consumido el 
producto de partida. Se diluye en diclorometano y se precede a aislar el 
producto por acldlflcaci6n con acldo HCI 1 N y extraccl6n con 
diclorometano. Se reCinen las fases organicas y se lavan con una 
disolucidn de tiosulfato s6dico y despues se seca en sulfate magnSsico 
anhidro. Se elimina el disolvente a presldn reducida y se obtiene un crudo 
de pureza 98% que se purifica mediante cromatograffa en columna de gel 
de sflice, Se obtienen 240 mg (87% de rendimiento) del producto 
deseado. 

Eiempio 22 

Ester etilico de la A/-r5«(2.4-difluorofenilV3-vodo-saliciloinalicina 



En un matraz se introducen 500 mg (1,32 mmol) de ^cido 5-(2,4- 
difluorofenil)-3-yodo-salicnico (del Ejempio 1) y 270 mg (1,99 mmol) de HOBt 
disueltos en la minima cantidad de diclorometano. A temperatura ambiente 
se anaden a la mezcia 163 mg (1,58 mmol) del ester etiiico de la glicina (H- 
Gly-OEt) y, por ultimo, se anaden 272 mg (1,32 mmol) de DCC disueltos en 
la minima cantidad de diclorometano. La reaccion se dejo en agitacion a 
temperatura ambiente Ei proceso se controlo por HPLC observandose ia 
desaparieion total- del- producto de- paftida-tr-as- una- hor^-de-FeaGcion. Se 
elimina el disolvente a presion reducida y se redisueive en acetate de etiio 
obsefvandose la precipitacidn de la urea correspondiente que se filtra. El 
crudo-de-reacclGn-se-puFifica-en-eolumna-de-gel-de-silice-een-URa-nFsezela-de 
eiuyentes hexano/ace lalo de etito (75:25). Se oblieiien 400 mg (75% de 




COOEt 
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rendimiento) de producto puro deseado. 



Eiempio 23 



A/-r5-(2.4-d}fluorofenHV3-vodo-saliciloinalicina 



F. 




COOH 



A una disolucion del ester del Ejempio 22 (480 mg, 1,19 mmol) en 5 ml de 
dioxano acuoso (v/v 1:1) se afiade hldr6xido de litio (0,038 mg, 0,92 mmol) y 
se agita bajo atm6sfera de nitrdgeno durante 12 h. La mezcia se concentra a 
presidn reducida, se dlluye con agua (10 ml) y se acidifica con una 
disoluci6n 0,5 M de 6cido clorhfdrico, y se extrae con acetato de etilo. Las 
fases orgdnicas se reOnen y se lavan con agua saturada de cloruro sddico y 
se secan sobre sulfato s6dico. Se elimlna el disolvente a presi6n reducida y 
se obtiene un crude del 98% de pureza que se purlfica mediante 
cromatografia en columna de gel de silice. 

Eiempio 24 

A/-r5-(2.4-difluorofenin-3-vodo-saliciloinalicina 



.qa fijgiiglvftn n,124 g (0,31 mmol) d e producto puro (ester del Ejempio 22) 
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en una mezcia ternaria (THF:MeOH:H20) (3:1:1) y se le adiciona a 0 y 
gota a gota una disolucion acuosa 0,1 N de LiOH. Posteriormente se deja a 
temperatura ambiente durante 20 min, cuando la reaccion ha finalizado se 
acidifica con HCI 1 N hasta pH = 2 y se realizan 3 extracciones con acetato 
5 etilo y cloroformo. Las fases organlcas se reunen y se lavan con agua 

saturada de cloruro s6dico y se secan sobre sulfate s6dico. Se elimina el 
disolvente a presion reducida y se obtiene un crude del 98% de pureza que 
se purifica mediante cromatografia en columna de gel de sflice. 

10 Eiempio 25 

A/45"(2,4-difluorofenilV3-vodo-saliclloinalanina 




COOH 



I 



Partiendo del precursor ester metflico (obtenido mediante un procedimiento 
20 analogo al descrito en el Ejempio 22 partiendo del 6ster etflico de la alanlna) 

por saponificacion tal como se describe en el Ejempio 23 o en el Ejempio 24. 

Eiempio 26 

25 - ;V-r5-i2^4^ d i fluorofen il)"3-vodO"SattcttoiH'te 



30 
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Partiendo del precursor §ster metflico (obtenido mediante un procedimiento 
anSlogo al descrito en el Ejempio 22 partiendo del ^ster etilico de la leucina) 
por saponificacion tal como se describe en el Ejempto 23 o en el Ejempio 24. 

5 

Eiemplo 27 

A/-f5-(2.4-difluorofenin-3-vodo-saliciloil1-serina 



10 




Partiendo del precursor 6ster metflico (obtenido mediante un procedimiento 
15 anilogo al descrito en el Ejempio 22 partiendo del §ster etflico de la serina) 

por saponificaci6n tal como se describe en el Ejempio 23 o en el Ejempio 24. 

Eiemplo 28 

20 A/-r5-f2.4-difluorofenin-3-vodo-saliciloin-valina 




Partiendo del precursor oster metHicG-(Gbtsnido-mediarite un procedimiento 
anilogo al descrito en el Ejempio 22 partiendo del §ster etilico de la valina) 
por saponificaci6n tal como se describe en el-Ejemplo 23 o en el Ejempio 24. 

30 

Eieinplo-29. 
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Acido A/-r5-(2,4-difluorofenil)-3-Yodo-saliciloin-aspartico 




COOH 



COOH 



Partiendo del precursor §ster metilico (obtenido mediante un procedimiento 
analogo al descrito en el Ejempio 22 partiendo del §ster etflico del Scido 
aspartico) per saponificacl6n tal como se describe en el Ejempio 23 o en el 
Ejempio 24. 

Eiempio 30 

A/-r5-f2,4-difluorofenilV3"Vodo-saliciloin-asparagina 



Partiendo del precursor ester metilico (obtenido mediante un procedimiento 
analogo at descrito en el Ejempio 22 partiendo del ester etflico de la 
-asparagjna)-por-saponificaci6n tal com^^ se describe en el Ejempio 23 o en el 
Ejempio 24, 

"EJEMPLO DE ACnVtDAD 




Ensr ayo de ac ti v id ad inhibidora de amilo i dogenesis in vi tro— 

Los compuestos de esta invencion se han evaluado en un. ensayo 
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turbidiom6trico cuyos principales caracteristicas son las siguientes: 

1) uso del mutante Y78F (tirosina78 reemplazada por fenilalanina) 
altamente amiloidogSnico para incrementar la senslbilidad; 

2) ensayo cinetico monitorizando la formacl6n de fibrilas (por Incremento de 
la absorbancia a 340 nm en el tlempo) durante 1 h y 30 min para 
determinar la velocidad inicial de formaci6n de fibrilas; 

3) formato del ensayo en microplacas de 96 pocillos para el analisis rapido 
de varias muestras sinnultaneamente y a varies concentraclones de 
inhibidor; 

4) c^ilculo de parametros de inhibicion de cada inhibidor a partir de las 
curvas de velocidad inicial de formacion de fibrilas frente a la 
concentraci6n de inhibidor. 

Protocolo: 

Los compuestos a ensayar como inhibidores se disuelven en DMSO a 
concentracion 1,5 mM. La disolucion de trabajo se prepare por diluci6n 1 a 4 
de la anterior en una mezcia agua/DMSO (2:1). La disolucidn de protefna 
(mutante Y78F hTTR) es 4 mg/ml de protefna (pureza mayor del 95%) en 
fosfato sodico 20 mM, ciomro potasico 100 mM, pH 7,6. El tampon de 
incubacion es fosfato sodico 10 mM, doruro potasico 100 mM, EDTA 1 mM, 
pH 7,6. El tampon de dTIucion es acetate sodico 400 mM, clonjro potasico 
1GG mM, "EBTA 1 mM, pl+4,2rEI-prGtGC0!G-de-ensayG-paFa-UR-inhlbidGr^ 
siguiente: se dispensan .20 p.1 de la disolucidn de protefna en 7 pocillos de 
una nrricroplaca de 96- pocilfos. Diferentes-voffimenes de la disolucion de 
trabajo dei~inhrbidor s e afiaden a cada un or-der-l os puclllos pan a o bt e n e r 
concentraclones finales-de~0 a 40-|aM>-Seguidamente-se-anade-a cada. 
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pocillo el tamp6n de incubacibn hasta un volumen final de 100 jiiL La 
microplaca se incuba a 37 dentro del lector de microplacas provisto de 
termostatacl6n y agitacl6n. La incubaci6n se extiende por 30 min a 37 °C 
con agltacl6n durante 15 segundos cada minuto. Seguldamente se 
adicionan 100 ^.1 de tampdn de diluci6n a cada pocillo, y la nnezcia se incuba 
a 37 con agitacion durante 15 segundos cada minuto en el lector de 
microplacas y se monitoriza ia absorbancia a 340 nm durante 1 hora y 30 
minutos a intervales de 1 minuto. Los dates de absorbancia frente al tiempo 
para cada pocillo se recogen y se analizan con el programa Microsoft Excel. 
Todos los ensayos se realizan por duplicado. 

Calculos: 

1 Velocidad inicial de formaci6n de fibrilas , De las lecturas de absorbancia 
a 340 nm con el tiempo de incubacion para cada pocillo se calcula la 
velocidad inicial de fonmacion de fibrilas como la pendiente de la zona lineal 
inicial de la curva. Asf se obtiene la velocidad de agregaci6n a cada 
concentraci6n de inhibidor. 

2.- Velocidad de aqreqacion frente a la concentracion de inhibidor . Las 
velocidades de agregacion frente a la concentracion de inhibidor siguen un 
comportamlento de decaimiento exponencial que se ajusta a la ecuacion: 

vo = A + B-e^f'J 

donde Vo es la velocidad de agregacion (en unidades de absorbancia por 
hora)"y"[ij la concentracion de inhibidor en iiM. 

En la Figure 1 se muestra la variacion de la velocidad de agregaci6n, 
Vo, con respecto a ia concentracion de inhibidor, [1], para un compuesto de la 
invencion.-yododiflunisal, con-respecto-a-dos-compuestos -de la-tecnica, 
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difiunisal y diflunisal ester. 

Los parametros ajustados son: A (en unidades de absorbancia por 
hora), velocidad residual de agregaci6n a alta concentracidn de inhibidor; B 
(en unidades de absorbancia por hora), amplitud o maxima disminucion de 
la velocidad de agregacion; y C (en ^M'^) la constante exppnenciaL A+B es 
la velocidad de agregacion en ausencia de inhibidor (velocidad de 
agregacion maxima). De estos pardmetros se extraen los parametros que 
caracterizan a cada inhibidor en cuanto a su capacidad y eficiencia de inhiblr 
la formacion de fibrilas: 

IC50: concentracion de inhibidor (ixM) a la que la velocidad de 
agregacion es la mitad que en ausencia de inhibidor; 

pendiente inicial de la curva vo frente [I], que refleja la 
sensibilidad del proceso de agregacion ai inhibidor. A mayores 
valores de mayor efecto inhibidor del compuesto a tiempos 
inlciales de formacion de fibrilas; 

- RA(%) = (1-A/(A+B))-100: % de reduccion de la velocidad de 
agregacion a concentracion alta de inhibidor respecto a la 
velocidad en ausencia de inhibidor. 

De acuerdo con este ensayo, un buen inhibidor es aquel que posee 
una IC50 baja, un valor T alto, y un valor RA(%) cercano a 100%. 

Los resultados se muestran en laHabla 1 . En ella se dan los valores 
de-los parsHTietros menclonados-papa-el-diflunte^ yodados y sin 

yodar. Como puede verse, los compuestos yodados presentan una actividad 
claramente mejorada con respecto a los compuestos sin yodar. 
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Tabla 1. Diflunisal y derivados: efecto de la yodacion 





Inhibidor 


Estructura 


IC50 




RA 


5 






(MM) 


(UA-h-^-HM-^) 


(%) 




Diflunisal 


COOH 












F 


12,9 


0,036 


84 




lododif lunisal 


.COOH 








10 




F— ^^-OH 
F 1 


4, 5 


0, 100 


97 




Diflunisal 


^COOMe 










itietil 6ster 


F 


>100 


0 Oil 




15 


lododif lunisal 
metil ester 


COOMe 
F— — V^~°'^ 


16, 7 


0, 027 


98 




Diflunisal 










20 


amida 


F— — 
F 


>100 


0, 009 


10 


lododif lunisal 


^CONHa 










amida 


F 1 


11,7 


0, 041 


84 




Diflunisal 












glicina 




>100 


0,011 


28 


25 












1 

1 

j 


lododif lunisal 
9~i 3.cina 




-1-1 <-\ 

J. J. , ^: 


0 , 040 


100 

1 
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REIVINDICACIONES 

1 . Un compuesto de formula estructural (I): 




(I) 

en la que 

Ri es un grupo -NRaRb, siendo Ra y Rb, independlentemente, un atomo 
de hidrdgeno o un grupo alquilo Ci-Ce; un grupo — ORc siendo Rc 
un Stomo de hidrogeno o un grupo alquilo Ci-Ce; un glucosilo; un 
pollhldroxialquilo CrCe; o un grupo -NH-CH(Rd)-COORe, siendo Rd 
una cadena lateral de uno de los 20 alfa-aminodcldos naturales en 
cualquiera de sus dos formas L o D enantiomericamente puras y Re 
un atomo de hidrdgeno o un grupo alquilo Ci-Ce; y 

Ra es un atomo de hidrdgeno, un grupo alquilo Ci-Ce, un glucosilo; un 
polihidroxialquilo Ci-Ce; un grupo -C(=0)-Rf, siendo Rf un grupo 
alquilo Ci-Ce; o un grupo -CH2-COO-Rg, siendo Rg un atomo de 
hidrogeno o un grupo alquilo Ci-Ce; 
y sales farmaceuticamente aceptables del mismo. 

2. Compuesto segun ia reivindicacion 1. caracterizado porque Ri se 
sGlecciona ds entrei GH; rfHzi GMe, GEt, 0"un~grupo CK("Rd)"CORe, siendo 
Rd la cadena lateral de la glicina, la alanina, la leucina, la valina, el dcido 
aspartico o la asparagina y siendo-Re H o un grupo alquilo Ci-Ce; y R2 se 
selecciona^entrei^HrMergitreosTlorQn grupo^=e(=0)=Rfrsfendo~Rran'"grapo 
Me, Et, t-Bu; o un grupo -CH2-COO-Rg, siendo Rg. un atomo de hidrogeno^o 
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un grupo t-Bu. 

3 . Compuesto segOn las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque 
se selecciona de entre los siguientes compuestos: 

[1 ] acido 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-sallcflico; 
[2] 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilato de etilo; 
[3] 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilato de metilo; 
[4] 5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-salicilamida; 

[5] [2-aminocarbonil-4-(2,4-difiuorofenil)-6-yodo-fenoxi]-acetato de terc- 
butllo; 

[6] acido [2-aminocarbonil-4-(2,4-difIuorofenil)-6-yodo-fenoxi]acetico; 

[7] 1-0-p-^luc6sldo del acido 5-(2,4-dlfluorofenil)-3-yodo-salicnico; 

[8] 2\4'-difluoro-4-metoxl-5-yodo-[1 . 1 ']bifenll-3-carboxllato de etilo; 

[9] ^cldo 2',4'-difluoro-4-metoxi-5-yodo-[1 , 1 ']bifenil-3-carboxilico; 

[1 0] 2\4'-difluoro-4-acetiloxi-5-yodo-[1 , 1 ']bifenil-3-carboxilato de etilo; 

[1 1] acido 2',4'-difluoro-4-(f-butllcarboniloxi)-5-yodo-[1 ,1 ']brfenil-3-carboxnico; 

[1 2] acido 2',4'-difluoro-4-(etilcarboniloxl)-5-yodo-[1 , 1 ']bifenil-3-carboxnico; 

[1 3] ester etflico de la N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]glicina; 

[14] N-[5-(2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloil]glicina; 

[1 5] N-[5-(2,4-difluorofenil>-3-yodo-saliciloil]alanina; 

[1 6] .NK5-<2,4-difluorofenil)-3-yodo-saliciloiI]leucina; 

[1 7] N-[5-(2,4-djfluorofenil)-3-yodo-saliciloil]serina; 

[1 8] N-[5-(2,4-difIuorofeniI)-3-yodo-saliciloil]valina; 

[19]r^cldo-N-[5-{2,4-difluorofenil)-3-yodo-saiictl^^ 

[20] N-[5-(2,4-difluorofenH)-3-yodo-saliciloil]asparagina, 

4 , -Un_pjxtfjedimiento-de-preparaGi6n~del-com 

las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque comprende una etapa de 
reaccion del difiunisai o derivados del mismo con un reactive de yodacidn. 
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5- Procedimiento segDn la reivindicaclon 4 caracterizado porque dicho 
reactivo de yodaci6n puede seleccionarse de entre: yodo elemental; sales 
de yoduro tales como yoduro s6dico o yoduro potasico; sales de yodonio 
tales como clomro de yodo; complejos de yodonio tales como el 
5 tetrafluoroborato de bis(pmdina)yodonio (I) o el hexafluorofosfato de bis(sim- 

colldina)yodonlo (I); y compuestos organlcos de yodo tales como el diacetato 
de yodobenceno o la N-yodosuccinimida. 

6 . Una composicion farmacSutica que contiene un compuesto segOn las 
10 reivindicaciones 1 a 3 y uno o m&s excipientes farmac§uticamente 

aceptables. 

7 . Un compuesto de formula (I) segun las reivindicaciones 1 a 3 para el 
tratamiento de enfermedades neurodegeneratives, incluyendo 

15 enfermedades neurodegenerativas amiloides, tales como enfermedad de 

Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, 
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, fibrosis cistica, diabetes de aparid6n 
tardfa, enfermedad de las neuronas motoras, fiebre mediterrSnea, sfndrome 
de Muckle-Wells, mieloma idiopatico, cardiopatfa amiloide, sfndrome de 

20 Down, enfermedad de Kuru, sfndrome de Gerstmann-Straussler-Schienker, 

depdsitos valvulares de amieloide, amiloidosis en pacientes con di^lisis, 
miositis con cuerpos de inclusi6n, dep6sitos musculares de amieloide, 
anemia de Sickle Cell, amiloidosis sist^mica primaria, amiloidosis sist§mica 
senil, polineuropatfa amiloide familiar I, polineuropatfa amitoide familiar III, 

25 angiopatia amiloide cerebral hereditaria, amiloidosis relacionada con 

angiopatias, amilo idosis sislu ri iica her edila i ia Tin l an desa, diabetes de tipo II, 
carcinoma medular de tiroides, enGefalopatfa-^espoRgiforms, -amilGidosis 
atrial, amiloidosis sist^mica hereditaria no neuropatica, amiloidosis 
localizada por inyeccion, y-amiloidosis-renal-hereditaria. 

30 

8 . El empleo de un compuesto de formula (I) segilrn las^reiv indicaciones 1 



■1 
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a 3 en la elaboracion de un medicamento para el tratamiento de 
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo enfermedades 
neurodegenerativas amiloides, tales como enfermedad de Alzheimer, 
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de 
Creutzfeldt-Jakob, fibrosis dstica, diabetes de aparicibn tardla, enfermedad 
de las neuronas motoras, fiebre meditenranea, sfndrome de Muckle-Wells, 
mieloma idiop^itlco, cardiopatfa amiloide, sfndrome de Down, enfermedad de 
Kuru, sfndrome de Gerstmann-Straussler-Schienker, dep6sftos valvulares de 
amieloide, amiloidosis en pacientes con didlisis, miositis con cuerpos de 
inciusi6n, dep6sitos musculares de amletoide, anemia de Sickle Cell, 
amiloidosis sist^mica primaria, amiloidosis sist6mica senil, polineuropatfa 
amiloide familiar I, polineuropatfa amiloide familiar III, angiopatia amilolde 
cerebral hereditaria, amiloidosis relacionada con angiopatias, amiloidosis 
sistemica hereditaria finlandesa, diabetes de tipo II, carcinoma medular de 
tiroides, encefalopatia espongiforme, amiloidosis atrial, amiloidosis sist§mica 
hereditaria no neuropatica, amiloidosis locallzada por inyeccion, y 
amiloidosis renal hereditaria. 

9 . El empleo de un compuesto de fdrmula (I) segOn las reivindicaciones 1 
a 3 en la elaboraci6n de un medicamento analg^sico, antiinflamatorio, 
antipiretico o antiagregante plaquetario para el tratamiento de enfermedades 
tales como artritis reumatoide, fiebres reumatoides, osteoartritis, doiores 
musculoesqueletales, sfndrome del intestine inflamado, enfermedades de 
las-arterlas coronarias o trombosis postoperatlvas en venas profundas. 
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